Cadena  Agroindustrial  de  Jatropha  curcas 


El  estado  de  Sinaloa,  Mexico,  a traves  del  Consejo  para  el  Desarrollo 
Economico  de  Sinaloa  (CODESIN),  impulsa  una  nueva  vision  de  desarrollo 
basada  en  la  innovacion  y orientada  a fortalecer  y generar  en  el  estado,  el 
capital  humano,  el  conocimiento,  la  investigacion,  el  desarrollo 
tecnologico,  conectando  estas  capacidades  con  el  sector  productive)  y el 
mercado  para  la  generacion  de  nuevos  productos,  servicios  y negocios 
basados  en  el  conocimiento,  asi  como  la  solucion  de  las  principales 
problematicas  en  la  region.  Por  este  motive,  el  CODESIN  decidio  impulsar, 
liderar  y coordinar  un  proyecto  de  alto  impacto  en  el  desarrollo  regional  con 
el  apoyo  del  Consejo  Nacional  de  Ciencia  y Tecnologia  (CONACYT)  y de 
Fundacion  Produce  Sinaloa  (FPS)  titulado:  “Desarrollo  sustentable  de  la 
cadena  agroindustrial  de  Jatropha  curcas,  para  el  rescate  de  la  zona 
serrana  marginada  del  noroeste  de  Mexico” . En  este  libro  se  presentan  de 
manera  integral  los  resultados  obtenidos  para  cada  uno  de  los  eslabones 
de  la  cadena  productiva  de  Jatropha  curcas  mostrando  que  es  una  opcion 
para  el  desarrollo  regional  en  el  Noroeste  de  Mexico  pero  aplicables  para 
cualquier  region  del  mundo. 
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Propagacion  in  vitro  de  Jatropha  curcas 

Francisco  Quiroz  Figueroa* 

Institute  Politecnico  Nacional,  Centro  Interdisciplinario  de 
Investigation  para  el  Desarrollo  Integral  Regional  (CIIDIRJ-Sinaloa. 
fquirozf@hotmail.com 


1.  Introduction 

Entre  las  opciones  de  cultivos  potenciales  para  la  produccion  de 
bioenergeticos,  Jatropha  curcas,  tambien  conocida  como  pinon,  es 
considerada  una  de  las  opciones  mas  viables  en  paises  tropicales  y 
subtropicales  debido  al  alto  contenido  de  aceites  de  sus  semillas  (entre 
30  y 40  %)  con  una  composition  de  lipidos  similar  a los  combustibles 
fosiles  y que  no  compite  con  otros  cultivos  ya  que  no  es  comestible. 
Entre  sus  ventajas  se  ha  mencionado,  una  alta  resistencia  a la  sequia, 
crecimiento  rapido,  facil  propagacion,  bajo  costo  de  la  semilla,  alto 
contenido  de  aceite,  periodos  de  gestacion  corta,  amplia  adaptabilidad, 
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crecimiento  y produccion  de  semillas  en  suelos  buenos  y degradados  y 
usos  adicionales  de  sus  diferentes  partes. 

Dado  que,  ].  curcas  se  encuentra  en  un  periodo  de  domesticacion,  los 
germoplasmas  disponibles  carecen  de  information  genetica,  tienen 
rendimientos  bajos  y variables  de  temporada  a temporada,  una 
estrecha  diversidad  genetica,  son  vulnerables  al  ataque  de  insectos  y 
enfermedades  y la  variabilidad  en  el  rendimiento  y contenido  de  aceite 
esta  fuertemente  influenciada  por  el  medio  ambiente. 

Para  eliminar  estas  caracteristicas  se  requiere  realizar  cruzas  para 
obtener  genotipos  superiores,  enfocada  a la  obtencion  de  plantas  con 
altos  rendimiento  en  la  produccion  de  semillas  y aceites,  una 
maduracion  homogenea  de  la  semilla,  reduccion  en  la  altura  del 
arbusto,  resistencia  a plagas  y enfermedades,  tolerancia  a la  salinidad, 
alta  relacion  de  flores  femeninas  respecto  a las  masculinas  y el 
mejoramiento  de  las  propiedades  para  la  produccion  de  combustible. 

El  mejoramiento  genetico  de  J.  curcas  es  inminente,  ya  sea  a traves  de 
cruzas  (mejoramiento  tradicional),  induction  de  mutaciones  via 
compuestos  quimicos,  transferencia  de  genes  de  otras  especies 
(hibridacion  interespecifica]  y transformation  genetica. 

Estudios  en  la  regeneration  y transformation  genetica  han  permitido 
la  produccion  y la  liberacion  comercial  de  plantas  transgenicas  en 
diversos  cultivos. 

Las  tecnicas  de  cultivo  de  tejidos  y transferencia  de  genes  en  pinon,  asi 
conio  en  otros  miembros  de  la  familia  Euphorbiaceae,  con  excepcion  de 
Cassava  y Hevea  brasiliensis,  estan  menos  desarrolladas;  dichos 
protocolos  son  el  preludio  para  el  mejoramiento  genetico  a traves  de 
tecnicas  biotecnologicas. 

El  cultivo  de  tejidos  vegetales  (CTV)  o cultivo  in  vitro,  es  un  grupo  de 
tecnicas  disenadas  para  estimular  el  crecimiento  y la  multiplication  de 
celulas  o tejidos  o mantenerlas  usando  nutrientes  sinteticos  en  un 
medio  ambiente  aseptico  y controlado. 

El  CTV  tiene  un  alto  potencial  para  la  aplicacion  a nivel  comercial,  al 
permitir  generar  grandes  volumenes  de  individuos  de  una  especie  o 
variedad  en  tiempos  menores  y a un  menor  costo;  en  la  investigation 
basica  se  utiliza  para  la  generacion  de  compuestos  de  interes 
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industrial,  morfogenesis,  estudio  de  genes,  generacion  de  organismos 
geneticamente  modificados,  etc.  teniendo  impacto  en  las  areas  de  la 
biologia  celular,  genetica,  bioquimica  y la  biologia  molecular. 

Las  tecnicas  van  desde  el  cultivo  de  celulas,  anteras,  ovulos,  embriones, 
aislamiento  y fusion  de  protoplastos,  seleccion  de  celulas  y cultivo  de 
brotes. 

La  propagacion  in  vitro  presenta  algunas  ventajas  sobre  los  metodos 
tradicionales  de  propagacion  (por  semilla  y esquejes): 

1.  Generacion  y mantenimiento  de  germoplasma. 

2.  Produccion  de  haploides. 

3.  Produccion  de  hibridos  entre  especies  incompatibles. 

4.  Produccion  de  plantas  a partir  de  semillas  que  tiene  muy  baja 
probabilidad  de  germinar  y crecer. 

5.  Produccion  de  plantas  en  la  ausencia  de  semillas  o polinizadores 
necesarios  para  producir  semillas. 

6.  Propagacion  genetica  estable:  propagacion  de  copias  exactas  de 
plantas  con  caracteristicas  agronomicas  para  conservar. 

7.  Regeneracion  de  plantas  a partir  de  semillas  que  son 
geneticamente  modificadas. 

El  CTV  puede  clasificarse  dependiendo  del  tipo  celular  cultivado  por 
ejemplo:  cultivo  de  callos,  de  celulas  en  suspension,  de  protoplastos,  de 
microesporas,  de  embriones,  de  ovarios,  de  raices,  de  meristemos,  de 
brotes,  de  anteras  y/o  polen. 

El  CTV  se  realiza  bajo  condiciones  asepticas  usando  campanas  de  flujo 
laminar  y los  explantes  provenientes  del  medio  ambiente  como  puede 
ser  meristemos  de  plantas,  semillas,  tallos,  hojas  requieren  de 
esterilizacion  superficial  para  eliminar  las  bacterias  u hongos  y poder 
usarlo  como  material  inicia. 

Entre  las  soluciones  desinfectantes  se  encuentran  detergentes  como  el 
Triton  y Tween,  el  alcohol  etilico  y el  hipoclorito  de  sodio,  todos  de 
baja  toxicidad,  tambien  se  suele  usar  el  cloruro  de  mercurio  cuya 
principal  desventaja  es  su  alta  toxicidad  y que  es  dificil  de  desechar. 
Los  medios  de  cultivo  sinteticos  pueden  ser  liquidos  y semisolidos  y 
sus  uso  depende  del  tipo  de  cultivo  que  se  desee  implementar,  ambos 
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estan  compuestos  de  sales  inorganicas  adicionados  con  nutrientes 
organicos,  vitaminas  y reguladores  del  crecimiento  y agar  u otro 
agente  gelificante  como  el  phytogel  (Sigma-Aldrich). 

Los  compuestos  mas  importantes  para  el  tipo  de  respuesta  en  el  CTV 
son  la  fuente  de  nitrogeno  (nitrato,  amonio  o aminoacidos]  y 
fitorreguladores. 

La  respuesta  durante  el  CTV  dependera  principalmente  del  tipo  y edad 
del  explante,  estado  fisiologico,  del  balance  de  los  reguladores 
endogenos  y el  tipo  y concentration  del  fitorregulador  exogeno. 

El  cultivo  de  tejidos  vegetales  es  una  de  las  herramientas  de  la 
biotecnologia  de  plantas  que  se  basa  en  la  teoria  de  la  totipotencialidad 
de  las  celulas  de  plantas  propuesto  inicialmente  por  Haberlandt  en 
1902  y demostrado  en  el  siglo  19  por  Steward  (1958}. 

En  el  caso  de  la  regeneration  de  Jatropha  curcas,  se  han  propuesto 
varios  protocolos.  La  gran  mayoria  de  la  literatura  muestra  que  la 
regeneration  directa  es  una  de  las  mas  efectivas;  sin  embargo 
recientemente  fue  publicado  un  metodo  de  propagacion  via 
embriogenesis  somatica  altamente  eficiente. 

Plantas  de  campo  con  siete  meses  de  edad  fueron  usadas  y sus  nodos 
foliares  usados  como  explantes. 

La  proliferation  de  brotes  se  obtuvo  al  usar  el  medio  MS 
suplementados  con  bencil  amino  purina  y adenina,  sin  embargo  esta 
proliferation  fue  significativamente  mas  eficiente  al  transferir  los 
explantes  a un  medio  MS  con  citocinina,  bencil  amino  purina  y adenina. 
El  enraizamiento  fue  estimulado  con  acido  indol  butirico  por  tres 
semanas  y el  alargamiento  de  la  raices  se  obtuvo  en  medio  MS  sin 
suplementos. 

Se  obtuvo  un  87%  de  sobrevivencia  al  transferir  las  plantas  a campo. 
En  un  segundo  protocolo,  se  usaron  discos  cotiledonares  para  la 
induccion  de  brotes  en  medio  MS  suplementado  con  bencil  amino 
purina  y acido  indol  butirico  durante  cuatro  semanas,  una  vez 
desarrollado  el  callo,  los  brotes  se  regeneraron  al  transferirlos  a un 
medio  MS  con  bencil  amino  purina,  acido  indol  butirico  y giberelinas. 

El  enraizamiento  de  los  brotes  se  obtuvo  en  0.5X  de  MS  y acido  indol 
butirico  con  un  78%  de  explantes  con  respuesta.  Otro  compuesto 
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quimico  con  actividad  de  citocinina  es  el  tidiazuron,  varios  protocolos 
han  sido  propuestos  con  una  alta  eficiencia  en  la  induccion  de  brotes 
usando  embriones  cigoticos  inmaduros  como  explantes. 

2.  Insumos  y equipos 

• Semillas  de  Jatropha  curcas  de  cosecha  mas  reciente. 

• Reactivos  para  la  escarificacion  de  las  semillas:  Triton  X-100, 
acido  sulfurico,  alcohol  etilico,  hipoclorito  de  sodio  y agua 
destilada. 

• Reactivos  para  la  preparacion  de  los  diferentes  medios  de 
cultivo;  sales  de  MS,  fitorreguladores:  bencil  amino  purina, 
cinetina,  acido  indol  butirico,  acido  indol  acetico  y acido  naftalen 
acetico  y suplementos  como  la  cisteina,  sacarosa,  tiamina,  mio- 
inositol,  agar,  carbon  activado,  cinta  testigo. 

• Para  el  trabajo  en  la  campana  de  flujo  laminar  es  necesario 
alcohol  etilico  grado  industrial,  toallas  adsorbentes,  cinta. 

• Para  verter  los  medios  de  cultivo  es  necesario  tener  frascos  de 
0.5  y 1 L (litros),  asi  como  cajas  magentas  y Petri. 

• Accesorios  como  tijeras,  bisturis,  pipetas  de  varios  volumenes, 
aspersores,  plumones. 

• Los  equipos  necesarios  para  el  trabajo  de  cultivo  in  vitro  son  una 
campana  de  flujo  laminar,  autoclave,  brotex,  placa  de  agitacion, 
centrifuga,  potenciometro,  refrigerador  y congelador. 

3.  Metodologia 

Con  el  objetivo  de  esterilizar  la  superficie  de  la  semilla  es  necesario  un 
tratamiento  con  compuesto  quimicos  para  finalmente  puedan  ser 
sembradas  en  los  medios  de  cultivo  esteriles. 

a]  lave  con  50  mL  10  semillas  por  cinco  minutos  en  una  solucion 
acuosa  de  Triton  X-100  al  0.1  % (0.05  mL) 

b]  Enjuague  las  semillas  con  50  mL  de  agua  esteril,  repita  el  paso 
cinco  veces. 

c]  Remoje  las  semillas  en  10  mL  acido  sulfurico  concentrado  por 
tres  minutos  y lave  con  50  mL  de  agua  destilada  esteril,  repita  el 
paso  cuatro  veces 
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d]  Lave  las  semillas  por  tres  minutes  con  20  mL  de  alcohol  etilico  y 
enjue  con  agua  destilada  esteril  cinco  veces. 

e]  Lave  con  20  mL  de  cloro  por  15  minutes  y enjuague  con  agua 
destilada  esteril  cinco  veces  o hasta  eliminar  el  exceso  de  cloro. 

Una  vez  esteriles  superficialmente  las  semillas  se  procede  a: 

a]  Eliminar  la  testa  con  un  bisturi. 

b]  La  nuez  o embrion  se  siembre  en  medio  de  cultivo  esteril  que 
contiene  2.15  gramos  de  sales  de  MS  (sigma-aldrich,  Murashige 
et  al.  1962]  suplementadas  con  cisteina  0.25  mg/L,  sacarosa  5 
g/L,  10  mg/L  tiamina  y 100  mg/L  mio-inositol,  10  g/L  agar  y pH 
57-5.8. 

c]  Los  embriones  o nueces  sembradas  se  dejan  crecer  por  30  dias  a 
30  ±2  °C  para  obtener  plantas  robustas. 

Hojas  de  plantas  bien  crecidas  son  usadas  conio  explantes  para  la 
induccion  de  brotes. 

d]  Prepara  el  medio  de  induccion  de  brotes:  2.15  gramos  de  sales 
de  MS  con  2 mg/L  tidiazuron,  5 g/L  de  sacarosa,  10  g/L  agar  y 
pH  57-5.8. 

e]  Se  cortan  las  hojas  en  cuadros  de  aproximadamente  1 cm  y se 
ponen  en  el  medio  de  cultivo. 

f]  Cuatro  semanas  despues  los  pedazos  de  hojas  son  puestos  en  un 
medio  para  el  alargamiento  de  los  brotes  inducidos. 

g]  El  medio  se  prepara  con  2.15  gramos  de  sales  de  MS,  1 mg/L  de 
bencil  amino  purina,  2 mg/L  de  cinetina  y 10  gramos  de  agar  a 
un  pH  de  5.8. 

h]  Una  vez  que  los  brotes  alcanzan  el  tamano  de  aproximadamente 
0.5  cm  son  transferidos  a otro  medio  con  2.15  gramos  de  sales  de 
MS  (sigma-aldrich,  Murashige  et  al.  1962],  30  mg/L  de  IBA,  10 
mg/L  de  IAA  y 50  mg/L  de  NAA,  pH  5.8.  durante  tres  semanas. 

i]  Finalmente  los  brotes  son  transferidos  al  medio  de  crecimiento 
de  la  raiz,  el  cual  contiene  2.15  gramos  de  sales  de  MS  y 0.025 
gramos  de  carbon  activado. 
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Nota 

Todo  el  material  a usar  asi  como  los  medio  de  cultivo  son  esterilizados 
en  autoclave  por  20  minutos  a 121  °C. 

4.  Costos 

Se  obtuvo  un  metodo  para  la  propagacion  in  vitro,  con  un  amplio 
potencial  para  hacerlo  mas  eficiente  usando  los  genotipos  mexicanos 
que,  en  colaboracion  con  otros  investigadores,  se  consideren  atractivos 
para  su  propagacion  masiva.  El  metodo  de  propagacion  clonal  obtenido 
tambien  sera  de  gran  utilidad  para  la  transformation  genetica  de  /. 
curcas. 

Se  debe  considerar  que  este  es  el  primer  protocolo  que  se  establece 
utilizando  germoplasmas  mexicanos,  se  ha  observado  que  requieren  de 
condiciones  diferentes  para  el  cultivo  in  vitro  con  respecto  a los 
germoplasmas  utilizados  por  los  grupos  asiaticos,  las  posibilidades  de 
optimizarlo  son  muy  altas  lo  cual  se  recomienda  fuertemente,  pues 
esto  abatiria  los  costos  de  produccion. 
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